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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　マトリックスメタロプロテアーゼ－ 12（MMP-12）は，主にマクロファージから分泌される蛋白分解酵素
であり，elastinなど幅広い種類の細胞外基質を分解する。異常なMMP-12の分泌や酵素活性の上昇は，動
脈硬化や関節リウマチなどの炎症性疾患に関与していることが指摘されている。一方，リポ蛋白リパーゼ
（LPL）はトリグリセリドを多く含むリポ蛋白の代謝において重要な酵素である。以前に作製した LPLトラ
ンスジェニック（Tg）ウサギで，高脂血症の発症が抑制され，それに伴い動脈硬化の発生も抑制された。
しかし，LPLと LDL受容体との関係および LDL受容体欠損による高脂血症および動脈硬化に対する LPL
の作用については不明であった。
　そこで本研究では，MMP-12と LPLの動脈硬化の発生及び進展に対する役割を検証するため，ヒト
MMP-12を過剰発現するウサギ及び，LDL受容体欠損家族性高脂血症モデル（WHHL）に LPLを過剰発現
させた（LPL Tg WHHL）ウサギを作製し，これらのモデルを用いて，動脈硬化におけるMMP-12と LPLの
それぞれの役割を検討した。
（対象と方法）
1）MMP-12の動脈硬化発生初期及び進行期に対する役割を検討するため，正常ウサギ及び同腹のMMP-12 
Tgウサギを 2つの実験系（実験 1－低血脂，実験 2－高血脂）に分けて（各群，n=13-17），高コレステロー
ル（コ）食で 16週と 28週間飼育した。コ食給餌期間中，血漿総コ値の変化，リポ蛋白分画などを測定した。
飼育終了後，大動脈を採取し脂肪染色して，動脈硬化性病変の占有面積率（Gross surface involvement）， 
病変ミクロ面積（Microscopic lesion area）を定量し，組織学的並びに免疫組織化学的に病巣内の細胞成分
及び細胞外基質を観察した。病変部のMMPs発現は mRNA及び蛋白レ変ミクロ面積（Microscopic lesion 
area）を定量し，組織学的並びに免疫組織化学的に病巣内の細胞成分及び細胞外基質を観察した。病変部の
－ 501 －
MMPs発現は mRNA及び蛋白レベルで定量し，in vitroでマクロファージ遊走能の変化を調べた。さらに，
ヒト冠状動脈病変も使って検証した。
2）LPL実験では，LPL Tg WHHLウサギを作製し，通常食事下で約 1年間飼育した後，大動脈を採取して，
脂質代謝および動脈硬化病変の観察，定量を行なった。各ウサギから採取した apoB-containingリポ蛋白の
酸化や結合能力を in vitroにおいて検討した。
（結果）
1）MMP-12の実験 1において，血中コレステロールは実験終了まで 600mg/dl以下で推移し，軽度の高脂
血症を示した。これらのウサギの大動脈における動脈硬化病変を画像解析により定量したところ，コントロー
ルと Tgウサギの間に有意な差異を認めなかった。実験 2では，血中コレステロールは 800～ l,200mg/dlま
で上昇し，28週間にわたって高値を維持していた。動脈硬化の面積を比較すると，正常ウサギより Tgウ
サギの方が大動脈弓部で 1.2倍，大動脈胸部では 2倍の増加が認められた。Tgウサギの病変内ではマクロ
ファージがより多く浸潤しており，また平滑筋細胞も多く存在していた。内膜と中膜病変を画像解析によ
り定量した結果，Tgウサギでは特に中膜病変が強いという特徴が見られた。in vitroにおいて，Tgウサギ
のマクロファージの遊走能力が増加していたことが明らかになった。Real-time RT-PCR及び western blotよ
り，病変部のMMP-12の過剰発現がMMP-1，-3，13及びMCP-1の増加と一致していたことを示した。さ
らに，ヒトの冠状動脈病変の免疫染色により，複合病変の病巣や Plaqueの破裂部に，マクロファージと共
にMMP-12が大量に存在することを明らかにした。
2）LPL実験では，血中脂質代謝に対しては，LPLの過剰発現により，特にオスWHHLウサギにおいて著
明な高脂血症の改善（血中のトリグリセリドの著減と，コレステロールの半減）が観察された。しかしながら，
動脈を観察すると LPL Tgウサギのほうがより強い動脈硬化が起こっており，特に早期病変が有意に増加し
ていた。血中脂質の変化を観察したところ，VLDLや IDLといったリポ蛋白のコレステロール含量は大きく
減少していたものの，small，dense LDLのコレステロール量は増加傾向にあった。また small，dense LDL
の粒子についても増加傾向にあった。in vitroでは，LPL Tgウサギの VLDLに比べ，また対照群の LDLと
比べても，LPL Tgウサギの LDLはより酸化されやすい傾向になっていた。
（考察）
　MMP-12の実験結果により，マクロファージから分泌されるMMP-12の増加は，MMP中のコラゲナーゼ
の増加を伴い，その結果，細胞外基質が分解され，各細胞の浸潤が促進されたことが推測された。病変形成
の初期段階（動脈硬化の発生）よりも，後期（複合病変）の進展に関与していることが明らかとなった。さ
らに，MMP-12の高発現は中膜の弾性線維の破壊を引き起こし，プラークの破綻や大動脈瘤の形成に関与し
ていることが示唆された。
　LPL実験では，LPLの過剰発現は LDL受容体の欠損に伴う重度の高脂血症は改善したが，その一方で，リ
ポ蛋白代謝の側面では small，dense LDLを増加させ，その LDLは細胞外基質に対する接着性も強くなってい
るなど，脂質プロファイルの悪化をもたらし， Tgウサギの方がより強い動脈硬化が惹起されたと推測された。
（結論）
　これらの検討により，MMP-12の過剰発現は単球の内膜への遊走や細胞外基質の分解を促進することによ
り，動脈硬化の進展やプラークの破綻を増強することが示唆された。また，LDL受容体欠損の状態下での
LPLの過剰発現は，高脂血症は改善しうるが，脂質プロファイルの悪化により，動脈硬化を促進させてしま
う可能性が示された。
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審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，動脈硬化症発症におけるMMP-12およびリポ蛋白リパーゼ（LPL）の役割を in vivoで解明す
ることを目的として，MMP-12過剰発現するトランスジェニック（Tg）ウサギおよび LPL Tgウサギを作
成し解析が行われた。その結果，MMP-12の過剰発現により動脈硬化は促進され，LDL受容体欠損下での
LPL過剰発現は高脂血症を改善するが動脈硬化を悪化させることが判明した。動脈硬化症の治療ターゲット
としてMMP-12，LPL分子が新たに明らかにされた。本研究成果は世界的にも高く評価されている。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
